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OUGONUCLEOTIDE SENS INHIBITEUR DE VIRUS HERPES SIMPLEX (HSV) A STRUCTURE EN HALTERE. 

(57) Oligonucleotide sens Inhibiteur de virus herpes sim- 
plex (HSV) a structure en haltere comportant un fragment 
oligodesoxyribonucleotidique bicatenaire apparie ferine a 
chaque extremite par une boucle consistant en un lien co- 
valent non auto-apparie, caracterise en ce que ledit frag- 
ment bicatenaire apparie comporte une sequence d'un site 
de fixation pour la protein e \CP 4 . 
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La presente invention coneerne des oligodeoxynucleotides 
bicatenaires fermes de type sens inhibiteurs de virus herpes simplex et les 
compositions pharmaceutiques anti virales en comprenant. 

Les virus herpes simplex de type i et de type 2 (HSV-1 et HSV-2) sont 
des virus humains qui appartient a la famille des herpesviridae, groupe 
important de virus, dont six sont strictement humains : HSV-1 et HSV-2, le 
virus de la varicelle et du zona (VZV), le cytomegalovirus (CMV), le virus 
Epstein-Barr (EBV) et 1'herpesvirus type 6 (HHV-6) (Roizman, 1990). 

Les virus herpes simplex, a la fois dermotropes et neurotropes, 
donnent des infections d'une remarquable diversite quant a leurs 
manifestations cliniques et leur degre de gravite. A cote de certaines 
infections plus ou moins bien tolerees (herpes oral, herpes genital), les 
deux types d'herpes (HSV-1 et HSV-2) peuvent etre a l'origine d'infections 
d'une extreme gravite : encephalite herpetique post-natale, herpes 
neonatal, keratite herpetique, herpes de Timmunodeprime (Whitley, 
1990). 

Dans les vingt dernieres annees, la frequence des infections par les 
virus herpes simplex, en particulier Therpes genital, et leur prevalence 
est en augmentation dans les pays occidentaux et industrialises. Aux USA, 
on evalue entre 5 et 25 millions le nombre de sujets atteints et a plus de 
300.000 le nombre de nouveaux cas chaque annee. En France, on donne 
une estimation de 310 000 poussees annuelles, dont 82% de formes 
recidivantes et 18% de formes initiales. 

La plupart des antiviraux disponibles a l'heure actuelle, sont des 
analogues des bases ou des nucleosides constituants les acides nucleiques. 
Cette classe de medicaments agit en bloquant la replication virale, en 
agissant sur les enzymes de replication. A titre d'exemple, Taciclovir, un 
analogue de purine, est utilise dans le traitement d'infections a virus 



herpes simplex type 1 (HSV-1) et type 2 (HSV-2). Apres phosphorylation 
par la thymidine kinase virale dans les cellules infectees, I'aciclovir 
devient actif et constitue un leurre pour 1'ADN polymerase virale. Des 
souches d'herpes virus 1 et 2 resistantes au traitement par I'aciclovir 
apparaissent, en particulier chez les patients immunodeprimes. Les 
souches virales resistantes a I'aciclovir portent habituellement une 
mutation au niveau du gene codant pour la thymidine kinase, plus 
rarement au niveau de celui de 1'ADN polymerase. On recherche une 
therapeutique antivirale qui agisse de fa^on selective sur les processus de 
multiplication du virus sans affecter la cellule hote, done depourvue de 
toxicite. 

Afin de lutter de facon specifique contre les infections a virus 
herpes simplex, de nouvelles strategies reposant sur Tutilisation 
d'oligonucleotides de synthese, ont ete developpees. Un effort important de 
recherche a ete consacre a Amelioration de la stabilite des 
oligonucleotides a visees therapeutiques. On sait en effet que les 
oligonucleotides sont degrades, principalement par des exonucleases 3' 
dans les cellules et dans le serum (Eder et al., 1991). Dans le cadre des 
approches antisens, de nombreuses modifications chimiques des 
nucleotides et des liaisons internucleotidiques ont ete developpees afin 
d'obtenir des oligonucleotides resistants aux attaques nucleasiques mais 
conservant des proprietes d'appariements a leurs cibles (Stein et Cheng, 
1993; Milligan et al., 1993; Helene et Saison-Behmoaras, 1994). Plus 
recemment, des oligonucleotides antisens phosphodiester, capables 
d'adopter une structure dite "en agrafe" ont ete utilises pour inhiber la 
proliferation du virus herpes simplex de type 1 ou 2 (Poddevin et al., 1994). 

Les oligonucleotides sens sont des agents pharmacologiques 
permettant d'inhiber la fixation d'un regulateur transcriptionnel sur un 
promoteur dont il controle Tactivite (Clusel et al., 1993; Blumenfeld et 
Vasseur, 1994). L'inhibition de l'activite biologique d'un regulateur 
transcriptionnel par competition avec des leurres oligonucleotidiques 
comportant sa sequence specifique de fixation permet de moduler 
Texpression des genes places sous le controle du facteur de transcription 
cible. 
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L'activite therapeutique d'un oligonucleotide depend de la cible 
choisie. Selon la presente invention on utilise un oligonucleotide 
comportant une sequence de fixation pour le facteur de transcription ICP4 
code par les virus Herpes Simplex. 

5 

Dans le cas de l'HSV, les premiers genes a etre exprimes apres 
1'infection et avant toute synthese de proteine virale, sont les genes 
precoces immediats ou a: a4, aO, a27, a22 et a47 (Roizman et Sears, 1990). 
Parmi les produits de genes a, au moins trois (a4, a 0 et all) sont impliques< 

10 dans la regulation de la transcription des genes precoces (p) et tardifs (y) 
d f HSV-l. ICP4, le produit du gene a4 de l'HSV-1, intervient dans l'activation 
de la transcription des genes precoces et tardifs du virus (Preston, 1979; 
Dixon et Schaffer, 1980, DeLuca et Schaffer, 1985). Parmi les nombreuses 
cibles possibles pour un oligonucleotide sens on a observe que le choix du 

15 site de fixation ICP4, constitue une cible tres efficace pour bloquer la 
progression du cycle viral. 

La proteine 1CP4 est une proteine virale tres precoce, qui presente 
une affinite pour certaines sequences d'ADN, et dont l'activite de 
20 transactivation de genes viraux est requise pour la progression du cycle 
viral. 

L'activite biologique des oligonucleotides sens depend aussi bien de 
leur stabiiite dans des conditions physiologiques que de leur affinite de 

25 liaison aux proteines cibles. La stabiiite des oligonucleotides sens peut etre 
augmentee en introduisant des liaisons covalents entre les deux brins 
pour donner une structure bicatenaire circulaire ou fermee du type 
haltere (W092/19732 ; Clusel et.al., 1993; Chu et Orgel,1992). Les 
oligonucleotides a structure du type haltere sont constitues par une 

30 structure oligonucleotidique bicatenaire appariee encadree et fermee a 
chaque extremite par une boucle consistant en un lien covalent 
reunissant les deux brins dudit fragment bicatenaire. Cette boucle est en 
general une sequence oligonucleotiques non auto appariee, mais il peut 
s'agir d'un lien covalent chimique non nucleotidique. Toutefois, Taffinite 

35 de liaison des oligonucleotides bicatenaires circulaires ou fermcs vis a vis 
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de leurs cibles peut neanmoins diminuer en raison des contraintes 
steriques liees a la structure fermee. Dans ce cas, la fermeture ou 
circularisation d'un oligonucleotide bicatenaire sens ne represente pas un 
avantage, mais une perte du potentiel biologique des composes sens. 

5 

On a decouvert selon la presente invention qu'en ce qui concerne 
un oligonucleotide bicatenaire ferme de type haltere capable de fixer le 
facteur de transcription ICP4 code par le gene a4 du virus HSV et 
presentant des proprietes pour inhiber la multiplication du virus, la 
10 production d'un oligonucleotide therapeutiquement efficace ne releve pas 
de la simple addition de liens covalents aux extremites d'une sequence 
bicatenaire comportant une sequence correspondant audit site de liaison. 

La conception d'un oligonucleotide sens bicatenaire ferme a 
15 structure du type haltere selon la presente invention requiert en effet 
l'etablissement de certaines regies propres, la proteine 1CP4 se fixant a 
l'ADN, afin d'etablir la longueur minimale qui doit separer le site de 
fixation des extremites de la portion bicatenaire de la molecule. 

20 Selon la presente invention, les interactions entre la proteine ICP4 

et differentes sequences de fixation ont ete etudiees sur differentes 
structures d'oligonucleotide bicatenaire ouverte, en epingle a cheveux ou 
fermee. Les oligonucleotides bicatenaires ferrnes sont des molecules 
circulaires qui presentent une plus grande stabilite que les molecules 

25 bicatenaires ouvertes ou en epingle a cheveux de meme sequence. On a 
decouvert que les oligonucleotides haltere, peuvent presenter une affinite 
de fixation specifique pour la proteine ICP4 egale ou inferieure a celle des 
oligonucleotides bicatenaires, en fonction de la position de la sequence de 
fixation par rapport aux extremites de la portion bicatenaire de 

30 Toligonucleotide ferme. Des oligonucleotides bicatenaires fermes qui 
presentent une sequence de site de fixation pour ICP4 identique a celle des 
oligonucleotides bicatenaires ou en epingle a cheveux ont une activite 
antivirale superieure a celle obtenuc avec des structures bicatenaires ou 
en epingle a cheveux. 

35 
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La presente invention a done pour objet des oligonucleotides sens 
inhibiteur de virus herpes simplex (HSV) a structure en haltere 
comportant un fragment oligodesoxyribonucleotidique bicatenaire 
apparie ferme a chaque extremite par une boucle consistant en un lien 
5 covalent, caracterise en ce que ledit fragment bicatenaire apparie 
comporte une sequence d'un site de fixation pour la proteine ICP4. 

ICP4 est une proteine qui se lie de fagon specifique a des sequences 
d'ADN contenant le motif consensus A T C G T C. Elle se lie aussi a une serie 
10 d'autres sequences divergeant de cette sequence consensus (Faber et 
Wilcox, 1988; DiDonato et al„ 1991; Everett et al. t 1991). 

Dans un mode de realisation particulierement approprie 
. ['oligonucleotide selon la presente invention comporte la sequence 
15 ATCGTC 

Les oligonucleotides du type haltere selon l'invention comportent 
de 20 a 100, de preference 30 a 70 nucleotides. De preference ladite 
sequence du site de fixation de 1CP4 comporte elle-meme de 8 a 20 
20 nucleotides. 

Dans un mode de realisation, 1'oligonucleotide haltere comporte 
done une structure bicatenaire de 13 paires de bases contenant une 
sequence de reconnaissance du facteur de transcription vira! ICP4 du 
25 virus herpes simplex type 1 consistant dans Tune des sequences : 
ATCGTCCATACCG 
ATCGTCC AC ACGG 
ATCGTCTCTCCGG 
De preference la sequence de reconnaissance du' facteur de transcription 
30 ICP4 est la sequence ATCGTCTCTCCGG. 

Les sequences mentionnees ci-dessus correspondent au brin direct 
represents de gauche a droite dans le sens 5* vers 3'. 



6 



On a decouvert que de preference dans le fragment bicatenaire 
apparie, la sequence du site de fixation de la proteine ICP4 doit etre 
encadree par au moins 3 nucleotides a chaque extremite (ce qui 
correspond done a au moins 3 paires de bases dans le fragment 
5 bicatenaire). 

Avantageusement la sequence du site de fixation de ICP4 est 
encadree par 3 a 6 nucleotides a chaque extremite. 

10 Dans un mode de realisation lesdits nucleotides qui encadrent la 

sequence du site de fixation correspondent aux nucleotides presents 
naturellement en cette position. 

De fagon avantageuse, dans les oligonucleotides les liens 
15 internucleotidiques sont des liens phosphodiesters naturels. 

La boucle a chaque extremite reliant les deux brins du fragment 
bicatenaire peut etre constitute par des structures moleculaires diverses 
et non necessairement nucieotidiques. Toutefois, avantageusement, les 
20 oligonucleotides selon ('invention component une structure bicatenaire 
dont les extremites sont reliees par une courte boucle formee par 3, 4 ou 5 
nucleotides non auto-apparies. 

On cite en particulier les sequences suivantes constituant des 
25 boucles presentant les meilleures proprietes : G A A A, G A A, T T T T, 
TTTTT. 

La preparation d'oligonucleotides fermes a partir d'oligonucleotides 
lineaires par les techniques de ligation est connue. En particulier, les 

30 oligonucleotides sens bicatenaires fermes qui font l'objet de ['invention 
peuvent etre obtenus par voie chimique, biologique, ou par des approches 
faisant appel a des combinaisons des techniques de la chimie de synthese 
et de la biologie moleculaire. Les oligonucleotides en haltere utilises ici 
peuvent done etre prepares a partir d'oligonucleotides lineaires 

35 bicatenaires, refermes ensuite par des techniques chimiques ou 
enzymatiques. 
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Diverses methodes de synthese chimique d'oligonucleotides naturels 
ont ete developpees et sont bien connus. Par exemple, et de fagon non 
limitative, les oligonucleotides peuvent etre synthetises par la methode des 
phosphoramidites (Caruthers 1985) ou par la chimie des phosphonates 
(Froehler et ah, 1986). 

En utilisant l'une ou 1'autre de ces techniques ou tout autre 
procedure sequentielle permettant la synthese chimique de chaines 
polynucleotidiques de sequence determinee a I'avance, on obtient des 
oligonucleotides lineaires qu'il est possible de fermer par voie biologique, 
a l'aide d'en2ymes de ligation, ou par voie chimique. 

Dans le cas de la ligation enzymatique, les oligonucleotides doivent 
comporter un groupement terminal 5' phosphate, la phosphorylation du 5* 
terminal ay ant ete effectuee par voie chimique, ou bien par voie 
biologique en utilisant une kinase (polynucleotide kinase) et de l'ATP ou 
tout autre donneur de phosphate. 

Dans le cas de fermeture par ligation chimique, les oligonucleotides 
peuvent comporter un groupement phosphate terminal soit en 3', soit en 
5\ et la ligation chimique peut etre faite en presence des reactifs tels que 
la carbodiimide ou le bromure de cyanogene ou tout autre reactif capable 
de catalyser la formation d'un lien internucleotidique (Dolinnaya et al., 
1993). 

D'autres voies chimiques de preparation des oligonucleotides 
bicatenaires fermes peuvent etre utilisees. On peut synthetiser les 
oligonucleotides lineaires par voies usuelles, on ferme ensuite par ligation 
chimique ou par une liaison faisant intervenir des nucleotides terminaux. 

Differents nucleotides peuvent rentrer dans la formulation 
d^ligonucleotides. Les oligonucleotides faisant Tobjet de la presente 
invention sont composes par une sequence de bases nucleotidiques 
comportant notamment de I'adenine (A), de la guanine (G), de la cytosine 
(C), de la thymine (T) et de 1'uracile (U), reliees entre elles par des liaisons 
internucleotidiques, notamment naturelles c*est-a-dire phosphodiesters. 
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Les oligonucleotides selon 1'invention peuvent egalement 
comporter des nucleotides rares (Inosine, I, ou rl par exemple) ou des 
nucleotides modifies, soit en serie desoxyribo- soit en serie ribo-. 

5 Les oligonucleotides selon 1'invention peuvent comporter des 

nucleotides reactifs, capables d'etablir des liens avec la sequence de la 
molecule cible complementaire a l'oligonucleotide, ou, dans une autre 
application, des liens intra-moleculaires au sein meme de 
l'oligonucleotide. 

10 

Ainsi, les oligonucleotides selon 1'invention peuvent porter des 
groupements reactifs greffes sur les nucleotides, comme par exemple des 
groupements psoralenes, ou d'autres agents de pontage ou agents 
intercalants pouvant reagir avec la sequence de la molecule cible 
15 complementaire a ['oligonucleotide Dans un cas particulierement 
interessant des groupements reactifs greffes sur certains des nucleotides 
de l'oligonucleotide pourront induire la formation d'un pontage 
intramoleculaire au sein meme de la molecule. 

20 L'oligonucleotide pourra comporter des liaisons internes produites 

par des agents reactifs appartenant ou n'appartenant pas a la structure de 
la molecule elle-meme. 

Font egalement partie de Tinvention des oligonucleotides dits 
25 chimeriques, constitues par l'assemblage covalent de fragments 
nucleotidiques et non-nucleotidiques, notamment en ce qui concerne les 
boucles aux extremites. 

Les oligonucleotides selon 1'invention peuvent etre associes a une 
30 structure moleculaire favorisant la penetration, le ciblage ou 1'adressage 
cellulaire ou intra-cellulaire. 

Parmi des molecules permettant d'accroitre leur penetration 
intracellulaire, on peut citer en particulier des groupements lipophiles, 
35 des polypeptides ou des proteines. 
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La presente invention a egalement pour objet une composition 
pharmaceutique comportant a titre de principe actif au moins un 
oligonucleotide selon ('invention et un excipient notamment approprie 
pour une application topique ou systematique. 

5 

Ces compositions sont particulierement utiles pour lutter contre les 
infections virales dues aux virus HSV-1 et HSV-2. Elles permettent de 
controler la proliferation virale. 

10 EUe peuvent comporter un autre principe actif antiviral tel qu'un 

oligonucleotide antisens anti HSV ou un compose analogue de nucleoside 
antiviral anti HSV, tel que I'acyclovir. 

Dans un mode de realisation, ^'oligonucleotide anti-sens est dirige 
15 contre une sequence des pre-ARNm IE 4 et IE5 du virus HSV. 

De preference elle comporte un oligonucleotide comportant la 
sequence ATCGTCTCTCCGG comme site de fixation de ICP4. U s'agit en 
particulier de Toligonucleotide haltere GT5210 represents figure 1. 

20 

Des formulations galeniques adequates peuvent etre etablies afin 
d'optimiser la delivrance de ces molecules a leurs cellules cibles. Ainsi par 
exemple, les composes selon l'invention pourront etre encapsules dans des 
liposomes, des nanoparticules, des particules LDL, ou dans tout autre type 
25 de micro-spheres permettant une conservation adequate et favorisant le 
ciblage. Les oligonucleotides peuvent egalement etre associes a des agents 
surfactants cationiques. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
30 apparaitront a la lumiere des exemples qui vont suivre en reference aux 
Figures 1 a 5. 
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La Figure 1 represente les oligonucleotides utilises dans les 
exemples. Les oligonucleotides ont ete synthetises et utilises dans les 
experiences decrites dans les exemples, soit sous forme bicatenaire 
ouverte, soit sous forme d ( epingle a cheveux, soit sous forme bicatenaire 
5 fermee. Quatre families d'oligonucleotides ont ete synthetisees dont les 
sequences sont presentees dans la Figure 1. 

La sequence consensus de fixation d'ICP4 (DiDonato et ah, 1991) est 
souligne dans chaque type d'oligonucleotide. L'oligonucleotide GT7202, 
10 bicatenaire, 24 paires de bases (pdb), contient un site de fixation pour ICP4 
present dans le promoteur du gene codant pour la glycoproteine gD (Faber 
and Wilcox, 1986); dans cet oligonucleotide la sequence de fixation dMCP4 
(13 pdb, souligne dans la figure) est entouree par 5 et 6 pdb en amont et an 
aval du site, respectivement. 

15 

L'oligonucleotide GT7201 comporte 17 pdb et contient le meme site 
de fixation d'ICP4 que GT7202 mais ayant seulement deux pdb en amont et 
en aval de la sequence de fixation d'lCP4 (13 pdb, souligne dans la figure). 

20 L'oligonucleotide GT 7209 bicatenaire de 24 paires de bases contient 

un site de fixation pour ICP4 present dans le promoteur du gene a4 codant 
pour ICP4 (Faber et Wilcox, 1988); dans cet oligonucleotide la sequence de 
fixation d'ICP4 comporte 13 pdb (soulignees dans la figure), elle est 
entouree par 5 et 6 pdb en amont et an aval du site, respectivement. 

25 

L'oligonucleotide GT 7210 bicatenaire de 24 paires de bases contient 
un site de fixation pour ICP4 situe a 740 pb en amont du gene a0, et faisant 
partie d'un promoteur fonctionnel des classes de genes a/p (Bohenzky et 
aL, 1993); dans cet oligonucleotide la sequence de fixation d'ICP4 (13 pdb, 
30 souligne dans la figure) est entouree par 5 et 6 pdb en amont et an aval du 
site, respectivement. 
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^oligonucleotide GT7212 bicatenaire de 24 paires de bases, 
correspond au contrdle negatif de fixation d*ICP4. Dans cet oligonucleotide, 
la sequence de fixation d'ICP4 correspondant au site present dans GT7210 a 
ete mutee a sept positions (nucleotides indiques en petites lettres dans la 
5 figure). Cette sequence mutee n'est plus liee par la proteine ICP4 (voir 
Figure 3). 

Les oligonucleotides GT6201, GT6202, GT6209, GT6210 et GT6212, 
presentent une structure en epingle a cheveux, et correspondent aux 
10 sequences bicatenaires GT7201, GT7202, GT7209, GT7210 et GT7212, 
respectivement, liees par une boucle de 5T a une extremite. 

Les oligonucleotides GT5201; GT5202, GT5209, GT5210 et GT5212, 
presentent une structure bicatenaire fermee en haltere, et correspondent 
15 aux sequences bicatenaires GT7201, GT7202, GT7209, GT7210 et GT7212, 
respectivement, liees par une boucle de 5T a chaque extremite. 

La figure 2 represente les resultats de fixation d'ICP4 sur un 
oligonucleotide bicatenaire ferme et montre que la fixation depend de la 
20 position du site de fixation dans la partie bicatenaire de la molecule 
fermee. 

Les affinites relatives d'ICP4 vis a vis des oligonucleotides GT7201, 
GT7202, GT6201, GT6202, GT5201 et GT5202 ont ete determines par des 

25 experiences de competition sur gel de retard selon la technique decrite 
dans Mat. et Meth., en utilisant GT7202 comme sonde radioactive. La 
radioactivite liee a ICP4 en presence d'un exces molaire de 100 fois de 
chaque oligonucleotide a ete quantifiee, et les affinites relatives ont ete 
determinees en considerant comme 100% la competition observee pour 

30 l'oligonucleotide GT7202 froid. 

Les sequences des oligonucleotides sont celles decrites dans la 
Figure 1. 

35 La Figure 3 represente I'autoradiographie d'un retard sur gel 

montrant que la proteine ICP4 se lie a differents sites de fixation avec 
differentes affinites relatives. 
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Les sequences des oligonucleotides sont decrites dans la Figure 1. 

La technique de retard sur gel est decrite dans Mat. et Meth. 

5 La bande specifique correspondant a ICP4 est indiquee par une 

fleche; nsMm et nsMi indiquent, respectivement, des activites de fixation 
cellulaires ou virales non specifiques. 

Les reactions de fixation d'ICP4 sont menees avec la sonde 
10 radioactive GT7210 et 10 de proteines nucleaires des cellules MRC5 
infectees par HSV-1, en I'absence (pistes 2, 3 et 10) ou en presence des 
quantites indiquees de competiteurs GT7210 (piste 4-6), GT6210 (pistes 7-9), 
GT7209 (pistes 11-13) ou GT6209 (pistes 14-16). 

15 Le panneau inferieur montre une exposition plus longue de la 

meme autoradiographie. 

La Figure 4 represente l'autoradiographie d'un retard sur gel 
montrant que les oligonucleotides bicatenaires fermes contenant un site 
20 ICP4 de haute affinite relative, sont reconnus de fa<;on specifique par ICP4 
et avec une affinite similaire a celle des molecules en epingle a cheveux 
ou des molecules bicatenaires. 

Sur cette Figure, sont representees les experiences de competition 
25 avec les oligonucleotides non radioactifs GT7210, GT6210, GT5210 et 
controles GT72 1 2, GT62 1 2 ou GT52 1 2. 

Les sequences des oligonucleotides sont celles decrites dans la 
Figure 1. La technique de retard sur gel est decrite dans Mat. et Meth. 

30 

La bande specifique correspondant a ICP4 est indiquee par une 
fleche; nsMm indique une activite de fixation cellulaire non specifique. 
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Les reactions de fixation d'ICP4 sont menees avec la sonde 
radioactive GT7210et 10 ^g de proteines nucleaires des cellules MRC5 
infectees par HSV-1, en absence (pistes 2 et 12) ou en presence des 
quantites indiquees de competiteurs GT7210 (pistes 3-5), GT6210 (pistes 
5 6-8), GT5210 (9-11). Les oligonucleotides controles GT7212 (piste 13), GT6212 
(piste 14) et GT5212 (piste 15) ont ete utilises en exces molaire de 500 fois. 

La Figure 5 represente I 'etude comparative des activites anti HSV-1 
des oligonucleotides sens bicatenaire GT7210, en epingle a cheveux GT6210 
10 et bicatenaire ferme GTS 2 10. 

Des cellules MRC5 en duplicat sont traitees avec les concentrations 
indiquees d'oligonucleotides GT7210, GT6210 ou GT5210, ou 
d'oligonucleotides controles GT7210, GT6212 ou GT5212 (voir Figure 1), en 
15 presence de 10 ng/ml de lipofectine, comme decrit dans Mat. et Meth. 

L'activite de 0% d'inhibition (temoin virus) correspond au titre du 
virus traite avec la lipofectine en absence d'oligonucleotides. Dans les 
conditions experimentales decrites, le titre du temoin virus traite avec la 
20 lipofectine correspond a 90% du titre du virus non traite. 

Les resultats presentes correspondent a une moyenne de 2 
experiences independantes; les valeurs des ecarts types ne depassent pas 
10 % GT5210 (cercles); GT6210 (carres); GT7210 (losange); GT5212 (croix); 
25 GT6212 (tiret); GT7212 (triangle). 

EXEMPLE 1 : MISE EN EVIDENCE DE LA FIXATION DU FACTEUR DE 
TRANSCRIPTION ICP4 DU VIRUS HSV-1 PAR DES OUGONUCLEOTIDES DETYPE 
SENS 

30 

1. Preparation des oligonucleotides sens, fermes, a partir 
d'oligonucleotides lineaires par la technique de ligation chimique. 
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Les conditions experimentales permeuant une ligation chimique 
efficace des oligonucleotides synthetises sous forme 3'P, sont les suivantes: 
100D.O. (1 D.O. 2 60 = 33 jig/ml) d'oligonucleotide lineaire 3'P sont dissous 
dans 450 \x\ de tampon MES pH 7.5, et sont incubes 1-2 min a 95°C, puis 
5 refroidis lentement durant 2-3 h, pour etre enfin transferes a 4°C. On 
ajoute 20 mM MgCl 2 et 0,5 M CNBr (volume final=500 nU et on incube a 4°C 
pendant 1 min. Apres l'incubation, la reaction est arretee par addition de 
100 \l\ d'acetate de potassium 3M, et de 1 ml d'ethanol absolu. Les 
oligonucleotides sont precipites, et les oligonucleotides bicatenaires 
10 fermes sont purifies par chromatographic liquide de haute pression sur 
phase inversee (RP-HPLC), utilisant une colonne PRP-3 C18 (300 A, 10 ^m). 

2. Preparation des extraits nucleaires a partir de cellules MRC5 
infectees par HSV-1. 

15 

Les cellules MRC5 (2 x 10 7 cellules) sont infectees avec HSV-1 a une 
m.o.i. (multiplicite d'infection ) de 10 pfu/cellule. Apres 1 heure 
d'adsorption a 37°C, les cellules sont rincees 2 fois avec du tampon PBS 
(Phosphate Buffered Saline), puis recouvertes de mileu MEM complet 
20 supplements de 2% de serum de veau foetal. Les cellules infectees sont 
recoltees 16 heures apres Tinfection. 

Les cellules temoins non infectees sont preparees en parallele selon 
le meme protocole. Les extraits nucleaires provenant de cellules infectees 
25 ou non ont ete prepares selon la methode decrite par Cereghini et al. 
(1987), avec comme modifications Tintroduction de 5 ng/ml d'aprotinine et 
de leupeptine. 

3. Technique de retard sur gel. 

30 

Afin d^nvisager une possible application therapeutique des 
oligonucleotides bicatenaires fermes decrits dans la presente invention, il 
est essentiel d'examiner la capacite de ces oligonucleotides a se fixer 
specifiquement sur leur cible, dans un systeme d'etude in vitro. La 
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technique de retard sur gel (Fried et Crothers, 1981; Garner et Revzin, 
1981) est une methode tres sensible, qui permet d'analyser de fagon simple 
et rapide la specificite ainsi que les affinites relatives des proteines se 
liant a l'ADN.pour leur sites de fixation presents dans des oligonucleotides. 

5 

Les oligonucleotides sont marques a I'extremite 5* terminale par 
phosphorylation avec PATP (r 3Z P = 3000 Ci/mmol) et la polynucleotide 
kinase du bacteriophage T4, selon des protocoles standards. Les reactions 
de fixation de la proteine ICP4 avec les differents oligonucleotides sont 

10 realisees dans un melange reactionnel de 20 \lI contenant: 10 mM Hepes pH 
7.9, 10% (vol/vol) de glycerol, 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 0.5 mM DTT, 0.25 
mM PMSF, 2.5 ng/ml aprotinine, 2.5 ng/ml leupeptine, 1 ng (25000 cpm) de 
sonde radioactive, 1 ng de DNA de sperme de saumon sonique, 1 fig 
poly(dI-dC).poly(dldC), et 2-10 ng d'extrait nucleaire des cellules MRC-5 

15 infectees par l'HSV-1. Apres une incubation de 10 minutes dans la glace, 
les echantillons sont soumis a une migration electrophoretique a 12 V/cm 
dans un gel non denaturant a 6% de polyacrylamide contenant 0.25X TBE 

Le gel est fixe et seche pour etre ensuite soumis a une 
20 autoradiographie. Les bandes correspondant au complexe lCP4-sonde 
radiaoctive et a la sonde libre sont reperees a l'aide de Tautoradiographie, 
et quantifiees dans un compteur de radioactivite a scintillation liquide. 

La comparaison des affinites relatives d'ICP4 pour les differents 
25 oligonucleotides est realisee par des experiences de competition avec des 
oligonucleotides non radiomarques. Dans ce cas, la sonde radioactive 
contenant une sequence de fixation d'ICP4 est ajoutee au melange 
reactionnel en meme temps que ['oligonucleotide competiteur froid. 

30 4. Resultats 

4.1. L'affinite d'ICP4 pour son site de fixation specifique contenu 
dans un oligonucleotide bicatenaire ferine depend de la position du site de 
fixation par rapport aux extremites de la portion bicatenaire de la 
35 molecule fermee. 
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Comme le montre la Figure 2, l'affinite relative de la proteine 1CP4 
vis a vis d'une sequence particuliere de fixation contenu dans une 
structure bicatenaire ouverte ou en epingle a cheveux, ne varie pas en 
fonction de la position de ce site par rapport aux extremites de la molecule. 
Ainsi, dans le cas du site correspondant a la sequence de fixation present 
dans le promoteur de la glycoproteine D, ICP4 se lie avec la meme affinite 
au site consensus contenu dans les molecules bicatenaires GT7201 (Figure 
1, deux pdb en amont et en aval du site consensus) et GT7202 (Figure I, 
cinq et six pdb en amont et en aval du site consensus, respectivement), ou 
en epingle a cheveux GT6201 (Figure 1, deux pdb en amont et en aval du 
site consensus) et GT6202 (Figure 1, cinq et six pdb en amont et en aval du 
site consensus, respectivement). 

Par contre, avec des oligonucleotides fermes, ICP4 se fixe avec une 
affinite reduite de 5-10 fois (Figure 2) quand la sequence consensus est 
entouree par seulement deux pdb en amont et en aval (GT5201; Figure 1), 
mais presente une affinite comparable aux autres structures quand la 
sequence consensus est entouree par cinq et six pdb en amont et en aval, 
respectivement (GT5202; Figure 1). 

Ces resultats montrent que ces molecules bicatenaires ont des 
contraintes liees a leur structure qui induisent des conformations non 
appropriees pour la fixation specifique des proteines se liant a TADN. Dans 
certains cas comme pour GT5201, la circularisation de 1'oligonucleotide 
bicatenaire GT7201 ne produit pas I'avantage attendu concernant la 
stabilisation de la molecule, mais induit plutot la perte de Tactivite 
biologique. La production d'un oligonucleotide sens bicatenaire ferme 
efficace pour fixer ICP4 requiert done l'etablissement de certaines regies 
propres a ce type de proteine se fixant a TADN en ce qui concerne la 
longueur minimale qui doit separer le site de fixation des extremites de la 
portion bicatenaire de la molecule. La production d'un oligonucleotide 
sens bicatenaire ferme ne releve pas done de la simple addition de 
"linkers" covalents aux extremites d'une sequence bicatenaire connue. 



17 

4.2. L'affinite d'ICP4 varie en fonction de la sequence du site de 
fixation. 

Comme le montre la Figure 3, les profils de competition des 
5 oligonucleotides bicatenaires GT7209 et GT7210 sont differents, l'affinite 
d'ICP4 pour l'oligonucleotide GT7210 etant 10 fois superieure a celle de 
GT7209 (Figure 3, comparer les pistes 5 et 6 aux pistes 12 et 13). Le meme 
type de resultats sont.obtenus avec les oligonucleotides en epingle a 
■ cheveux (GT6209 et GT6210; Figure 3 : comparer les pistes 8 et 9 aux pistes 
10 15 et 16). Des resultats similaires ont ete observes pour les oligonucleotides 
GT6202 et GT7202 (resultats non montres). 

Dans tous les oligonucleotides, la longueur de la portion bicatenaire 
(24 pdb), ainsi que la position du site (5 et 6 pdb en amont et an aval du 

15 site, respectivement) sont comparables, la difference etant dans les 
sequences memes des sites de fixation. Les oligonucleotides GT6209 et 
GT7209 contiennent un site de fixation pour ICP4 present dans le 
promoteur du gene a4 .codant pour ICP4 (Faber et Wilcox, 1988); les 
oligonucleotides GT6202 et GT7202 contiennent un site de fixation pour 

20 ICP4 present dans le promoteur du gene codant pour la glycoproteine gD 
(Faber and Wilcox, 1986); tandis que les oligonucleotides GT6210 et GT7210, 
contiennent un site de fixation potentiel situe a 740 pb en amont du gene 
a0, et faisant partie d'un promoteur fonctionnel des classes de genes a/p 
(Bohenzky et ah, 1993). Ce site potentiel de fixation represente done un site 

25 de fixation de haute affinite relative. 

4.3. La fixation d'ICP4 sur un oligonucleotide bicatenaire ferme de 
type "haltere" contenant un site de haute affinite relative est specifique 
et comparable a celle concernant un oligonucleotide bicatenaire ouvert ou 

30 en epingle a cheveux. 

La Figure 4 montre un retard sur gel illustrant la comparaison des 
affinites d'ICP4 vis a vis des oligonucleotides bicatenaire ouvert, en 
epingle a cheveux ou bicatenaire ferme de type "haltere" (GT7210, GT6210 
35 et GT5210, respectivement; Figure 1), contenant un site de fixation a haute 
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affinite (voir Figure 3). Dans tous ces cas, la sequence de fixation d'lCP4 est 
entouree par 5 et 6 pdb en amont et an aval du site, respectivement. II 
apparait clairement dans cette figure que la fixation d'ICP4 sur la sonde 
radioactive GT7210 est deplacee de facon comparative par les differents 
5 oligonucleotides competiteurs (Figure 4, comparer les pistes 3-5, 6-8 et 
9-11 a la piste 2). 

Par ailleurs, Interaction d'ICP4 avec l'oligonucleotide bicatenaire 
ferme GT5210 est specifique, comme I'indique le resultat de la competition 
10 avec un grand exces d'oligonucleotide bicatenaire ferme mute (GT5212 
-voir Figure 1-; Figure 4, comparer les pistes 9-11 a la piste 15). 

EXEMPLE 2 : INHIBITION DE LA MULTIPLICATION DE HSV-1 PAR DES 
OUGONUCLEOTIDES DE TYPE SENS. 

15 

1. Etude de l'activite des oligonucleotides sens. 

Pour atteindre leurs cibles les oligonucleotides, molecules 
polyanioniques, doivent franchir la membrane plasmique. En formant un 

20 complexe stable avec les oligonucleotides, les lipides cationiques comme la 
lipofectine (Gibco) facilitent la penetration et augmentent de facon 
importante l'activite des oligonucleotides antisens (Chiang et ah, 1991; 
Bennett et al.,1992; Capaccioli et aL, 1993). On a done etudie l'effet antiviral 
des oligonucleotides sens en presence de lipofectine, a des concentrations 

25 compatible avec une viabilite cellulaire superieure a 90%, et sans effet sur 
les interactions virus-cellules. 

2. Infection des cellules en presence ou en l'absence 
d'oligonucleotides sens. 

30 

Les cellules MRC-5 (ATCC) sont cultivees en milieu MEM (Gibco) 
complements de 5% de serum de veau foetal, de L-glutamine, d'acides 
amines non essentiels et de penicilline-streptom y.cine. Apres 
ensemencement a une densite de 60 000 cellules par puits de 2 cm 2, les 
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cellules sont incubees durant 16 a 24 h a 37°C en atmosphere humide 
enrichie en CO2 (7%). Les cellules sont rincees avec du PBS puis exposees 

durant 4 h aux complexes oligonucleotides-lipofectine distribues sous un 
volume de 500 \xl par puits. Les concentrations d'oligonucleotides varient 
de 0.05 y,M a 1 ^iM alors que la lipofectine est utilisee a raison de 10ng/ml. 

Au terme d'une incubation de 4 h a 37°C, le milieu est aspire de 
chaque puits et les cellules sont de nouveau rincees avec du PBS puis 
recouvertes de milieu OPTI-MEM (Gibco). Apres une nouvelle incubation 
d'une heure a- 37°C, les cellules sont infectees avec HSV-1 a une 
multiplicity d'infection (m.o.i.) de 3 p.-f.u. /cellule en presence ou en 
I'absence d'oligonucleotides sans lipofectine. 

Un volume de 250 nl d'oligonucleotides en solution (2x concentres) 
dans du milieu OPTI-MEM est depose sur la monocouche cellulaire et, 5 
minutes apres, une solution virale de 50 [il est deposee dans chaque puits 
de la microplaque. L'incubation est poursuivie pendant 1 heure sous une 
agitation douce. Apres addition de 200 nl par puits de milieu op.ti-MEM, les 
plaques sont maintenues durant * 24 h a 37°C. Dans les conditions 
experi men tales decrites ci-dessus, les complexes 
oligonucleotides-lipofectine se revelent faiblement toxiques (<10%) ou 
atoxiques pour les cellules. Apres apparition de l'effet cytopathique, les 
reactions sont arretees par congelation des plaques dans de Tazote liquide. 

3. Titrage du virus. 

Les titrages ont ete effectues par "yield reduction" selon le 
protocole decrit par Poddevin et al.(1994). 

Toutes les mesures sont effectu^es en duplicat. Les virus 
intracellulars sont liberes dans le milieu de culture apres 3 cycles 
rapides de congelations dans Pazote liquide et de decongelations a 37°C. Ms 
sont ensuite dilues dans du milieu sans serum pour effectuer le titrage 
proprement dit. 
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Les cellules sont ensemencees la veille en milieu complet (2.5 x 
lOVpuits de 4 cm 2). Le lendemain, le milieu est aspire et on depose 200 yd 
de differentes dilutions virales par puits. Apres une incubation d'une 
heure a 37°C avec agitation douce mais constante, le milieu est aspire et les 
5 cellules sont recouvertes avec du milieu complet (2.5% en serum) 
contenant 1.2% de methyl-cellulose pour une incubation de 3 jours a 37°C. 

Apres 3 jours, le milieu est elimine, les cellules sont fixees avec une 
solution de PBS/10% formol pendant 20 minutes puis colorees au crystal 
10 violet. Les plaques sont ensuite rincees et les plages comptees par 
transillumination avec le negatoscope . Les titrages sont effectues par 
rapport aux titres viraux observes en Tabsence d'oligonucleotides. 

4. Resultats 

15 

La Figure 5 montre une etude comparative de l'inhibition de la 
proliferation de HSV-1 induite par des oligonucleotides contenant un site 
de haute affinite relative pour ICP4 sous la forme de structure bicatenaire 
ouverte (GT7210), en epingle a cheveux (GT6210) ou bicatenaire ferme 
20 (GT5210), pour des concentrations allant de 50 nM a 1 \xM. Les courbes 
presentent une allure biphasique, I'effet inhibiteur diminuant 
systematiquement aux concentrations d'oligonucleotides plus elevees. Ce 
phenomene semble du a une saturation des lipides cationiques a des 
concentrations croissantes d'oligonucleotides. 

25 

L'oligonucleotide bicatenaire ferme GT5210 est d'emblee tres actif a 
tres faible concentration, puisqu'il induit pres de 80% d'inhibition a 50 
nM, alors que les autres oligonucleotides, bicatenaire GT7210 et en epingle 
a cheveux GT6210, sont inactifs a cette meme concentration. L'activite 
30 antiviraJe de GT5210 augmente avec la concentration de ^oligonucleotide, 
pour atteindre 90% d'inhibition a 100 nM. 

L'oligonucleotide en epingle a cheveux GT6210 produit une 
reduction du titre viral de 5% a 50 nM et un maximum de 60% a 250 nM, 
35 tandis que Toligonucleotide bicatenaire GT7210 produit une inhibition de 
20% a 50 nM et atteint 55% a 500 nM (Figure 5). 
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Quelle que soit leur structure, les oligonucleotides temoins mutes 
GT7212, GT6212 ou GT5212, sont inactifs aux concentrations testees. 

Les resultats illustres dans la Figure 5 montrent que la 
concentration inhibitrice 50% (IC50) de l'oligonucleotide bicatenaire 
ferme GT 5210 est inferieure a 50 nM, et que la concentration inhibitrice 
90% (IC90) est de 100 nM. Aucune cytotoxicity n'etant observee aux 
concentrations allant jusqu'a 100 nM, Tindex therapeutique pour 
roligonucleotide bicatenaire ferme GT 5210 est superieur a 1000. 
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REVENDICATONS 

1. Oligonucleotide sens inhibiteur de virus herpes simplex (HSV) a 
5 structure en haltere comportant un fragment 

oligodesoxyribonucleotidique bicatenaire apparie ferme a chaque 
extremite par une boucle consistant en un lien covalent, caracterise en ce 
que ledit fragment bicatenaire apparie comporte une sequence d'un site 
de fixation pour la proteine ICP4. 

10 

2. Oligonucleotide selon la revendication 1, caracterise en ce que 
ladite sequence d'un site de ICP4 comprend la sequence A T C G T C. 

3. Oligonucleotide selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce 
15 que ladite sequence du site de fixation de ICP4 comporte de 10 a 20 

nucleotides. 

4. Oligonucleotide selon l'une des revendications 2 ou 3 caracterise 
en ce que la sequence du site de fixation de la proteine ICP4 consiste dans 

20 Tune des sequences suivantes : 
ATCGTCCATACCG 
ATCGTCC AC ACGG 
ATCGTCTCTCCGG 

25 5. Oligonucleotide selon la revendication 4 

caracterise en ce que la sequence du site de fixation consiste dans la 
sequence ATCGTCTCTCCGG. 

6. Oligonucleotide selon Tune des revendications la 5 caracterise en 
30 ce que dans le fragment bicatenaire apparie, la sequence du site de 

fixation de la proteine ICP4 est encadree sur le meme brin par au moins 3 
nucleotides a chaque extremite avant la boucle. 

7. Oligonucleotide selon la revendication 6 caracterise en ce que la 
35 sequence du site de fixation de ICP4 est encadree par 3 a 6 nucleotides a 

chaque extremite avant la boucle. 
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8. Oligonucleotide selon la revendication 6 ou 7 caracterise en ce 
que lesdits nucleotides qui encadrent la sequence du site de fixation a la 
proteine ICP4 correspondent aux nucleotides presents naturellement en 
cette position. 

5 

9. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 a 8 caracterise 
en ce que les liens internucleotidiques sont des liens phosphodiesters 
naturels. 

10 . 10. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 a 9 caracterise 

en ce que la boucle est constitute de 3 a 5 nucleotides. 

11. Oligonucleotide selon la revendication 10 caracterise en ce que 
la boucle est constitute par une des sequences suivantes : G A A A, G A A, 

15 TTTT.TTTTT. 

12. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 a 11, caracterise 
en ce que Toligonucleotide consiste dans 1'oligonucleotide haltere GT 5210, 
represents figure 1. 

20 

13. Composition pharmaceutique anti virale contre un virus Herpes 
Simplex, notamment HSVl et HSV2 comportant un oligonucleotide selon 
Tune des revendications 1 a 12 et un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

25 

14. Composition pharmaceutique selon la revendication 13 
caracterisee en ce qu'elle comporte un vehicule approprie pour une 
application topique ou systematique. 

30 15. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 13 a 

14 caracterisee en ce qu'elle comporte en outre un vehicule facilitant le 
ciblage et la penetration cellulaire. 

16. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 13 a 
35 15 caracterisee en ce qu'elle comporte un autre principe aclif antiviral tel 
qu'un oligonucleotide antisens anti HSV ou un compose analogue de 
nucleoside antiviral anti HSV, tel que Tacyclovir. 
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17. Composition selon la revendication 16, caracterisee en ce que 
['oligonucleotide anti-sens est dirige contre une sequence des pre-ARNm 
IE 4 et 1E S du virus HSV. 
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